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RESUMO

Interferentes endécrinos fazem parte da categoria de substancias conhecidas na atualidade como
micropoluentes emergentes, 0s quais mesmo na concentracdo de tragos (ug L™ ou ng L™), podem interferir no
sistema enddcrino de humanos e outros animais e, com isso, afetar a saude, principalmente nos aspectos
relacionados ao equilibrio hormonal de organismos superiores, contribuindo para a infertilidade e podendo
aumentar a taxa de cancer nos drgaos reprodutores. Tais compostos sdo encontrados em efluentes estacfes de
tratamento de efluentes (ETES) uma vez que 0s processos bioldgicos de tratamento avaliados, normalmente
sistemas de lodos ativados, ndo sdo capazes de elimind-los completamente. Existem poucos relatos da real
capacidade de sistemas naturais como lagoas de estabilizacdo de eliminar tais compostos. Diante do exposto,
este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia de remocéo dos compostos estrona (E1), 17p-estradiol
(E2), 17 B-estradiol- 17 acetato (E2-17A) e 17 a-etinilestradiol (EE2) em ETES na Regido Metropolitana de
Fortaleza, Ceard. Foram avaliados trés tipos de tecnologias, a saber: lagoa facultativa seguida de lagoa de
maturacdo (LF+LM), lagoa facultativa (LF) e lodos ativados (LA). As ETEs utilizando LF+LM e LA
apresentaram remocdo eficiente dos estrogénios, no entanto a ETE que utiliza apenas LF como tratamento
apresentou um decréscimo na eficiéncia de remogdo, chegando a apresentar valores de 280ng L™ de E1 no
efluente final.

PALAVRAS-CHAVE: Interferentes enddcrinos, estrogénios, estacdo de tratamento de efluentes (ETES).

INTRODUCAO

Nas duas Ultimas décadas se observa um crescente interesse cientifico e debates publicos sobre os potenciais
efeitos adversos causados pela exposicdo a um grupo de produtos quimicos, conhecidos como interferentes
enddcrinos, 0s quais sao capazes de alterar o funcionamento normal do sistema endécrino da fauna silvestre e,
potencialmente, dos seres humanos (WHO, 2002).

Interferentes endécrinos fazem parte da categoria de substancias conhecidas na atualidade como
micropoluentes emergentes, 0s quais mesmo na concentrac&o de tracos (ug L™ ou ng L™) podem interferir no
sistema enddcrino de humanos e outros animais €, com isso, afetar a salde, principalmente nos aspectos
relacionados ao equilibrio hormonal de organismos superiores, contribuindo para a infertilidade e podendo
aumentar a taxa de cancer nos 6rgaos reprodutores (CRAIN et al., 2008; EERTMANS et al., 2003).
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A remocdo e o comportamento dos DEs no meio ambiente ainda ndo s&o totalmente conhecidos,
consequientemente, 0S riscos aos humanos, organismos aquaticos e animais, ainda precisam ser melhores
compreendidos (BHANDARI et al., 2009).

O desenvolvimento analitico observado nas Ultimas décadas, ndo somente em relagdo as técnicas de
concentragdo dos analitos, como também nas técnicas cromatograficas de deteccdo, faz com que muitos
micropoluentes emergentes sejam detectados em matrizes ambientais como corpos de &gua, afluentes e
efluentes a ETES, sedimentos e mesmo nas estacdes de tratamento de 4gua. Os excrementos humanos presentes
no esgoto sanitario representam a principal fonte de contaminagéo por estrogénios naturais no meio ambiente,
devido ao lancamento de esgotos in natura em corpos de dgua ou mesmo devido a sua incompleta remog&o nos
processos convencionais de tratamento de esgoto. Com a concentragdo populacional nas grandes e médias
cidades e consequente aumento dos volumes de esgoto gerados, a quantidade de estrogénios lancados
continuamente em corpos receptores cresce também (WATKINSON et al., 2007).

A principal fonte de poluicdo dos desreguladores é o descarte de esgoto doméstico em &guas superficiais. Os
trés principais compostos que apresentam elevada atividade estrogénica sdo identificados como estrogénios
naturais 17 p-estradiol (E2) e estrona (E1) e estrogénio sintético 17a-etinilestradiol (EE2), principal substancia
ativa do contraceptivo oral. Terapeuticamente, estrogénios sdo usados em contraceptivos orais, reposicdo
hormonal durante a menopausa e em tratamentos de algumas doencas progressivas como céncer. Entre as
substancias utilizadas estdo o estradiol e seus derivados, como etinilestradiol, mestranol, estriol, estrona,
poliestradiol e epimestrol (RODRIGUEZ-PINILLA e WEBER-SCHONDORFER, 2007).

Os principais processos responsaveis pela remocdo dos estrogénios da fase aquosa sdo: sorcdo, degradacdo
fotolitica, biodegradacdo aer6bia e anaerdbia, além da biodegradacdo andxica. Em estacdes de tratamento de
esgoto (ETES) os principais processos que ocorrem sdo 0s naturais, sor¢éo e degradacdo microbiolégica.

A biodegradacdo dos estrogénios ainda ndo € totalmente entendida, principalmente quando se trata de rotas
metabdlicas, varios estudos de degradacdo desses compostos vém sendo realizados, mas raramente a rota
metabdlica € elucidada ou os produtos intermediarios detectados. Cientificamente ja é aceito que o primeiro
passo para a degradagdo do 17p-estradiol (E2) é a oxidacdo do C-17 gerando um grupo cetona (C=0), sendo
formado assim a estrona (E1). Entretanto, sua mineralizagdo bem como os fatores que envolvem essa
degradacéo ainda ndo sdo bem compreendidos (MOSCHET, 2009).

Devido aos valores do log Kow (coeficiente de particdo octanol-agua, em inglés octanol-water) dos estrogénios
se encontrarem na faixa de 3,1 a 4,7, pode-se concluir que esses compostos sao lipofilicos e que serdo
adsorvidos pela fase s6lida de forma moderada a forte (DIAZ-CRUZ et al., 2009).

Diante do exposto este trabalho visa contribuir para protecdo dos recursos hidricos do Estado do Ceard, onde
se tem a problemética da baixa capacidade de diluicio dos efluentes nos corpos receptores, a partir da analise
da eficiéncia de remocéo dos interferentes enddcrinos em Estagdes de Tratamento de Efluentes (ETES) do tipo
lagoas de estabilizacdo e lodos ativados.

MATERIAIS E METODOS

Os padrodes dos estrogénios utilizados durante a pesquisa foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Na tabela 1 sdo
apresentados 0s compostos selecionados e suas caracteristicas fisico-quimicas. Na figura 1 sdo apresentadas
suas estruturas moleculares.

Durante a etapa de derivatizacdo foi utilizado o reagente BSTFA (N-O-Bis(trimetilsilil)trifluoracetamida) de
formula molecular CgHgF3NOSi, (Sigma-Aldrich), sendo utilizado nas condigdes: 50uL, 60°C durante 30
minutos.
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Tabela 1: Caracteristicas fisico-quimicas dos estrogénios

Estrogénios Estrona (E1) 17p-Estradiol (E2) 170-Etinilestradiol  17p-Estradiol 17-

(EE2) Acetato (E2-17A)
Formula Molecular C18H2202 C18H2402 CZQH2402 C20H2603
Peso molecular (g 270,37 272,39 296,4 314,42
mol™)
CAS-Number 53-16-7 50-28-2 57-63-6 1743-60-8
Solubilidade em 08-124 3,9-13,3 4,8 1,37
4gua 20°C (mg L™)
Log Koy 3,43 3,94 4,12 4,95
Log Kow: Valores calculados pelo programa ECOSAR-EPA
0 OH
/ c=cC
HO
1 2 3

Figura 1: Estrutura molecular dos estrogénios. 1) E2; 2) E1; 3) EE2; 4) E2-17A

EXTRACAO EM FASE SOLIDA (SPE)

O método selecionado para concentracdo dos analitos foi a extracdo em fase solida (SPE). As amostras
ambientais foram filtradas utilizando-se membrana de fibra de vidro 0,45um (Millipore). Apés filtracdo o pH
da amostra foi ajustado para pH 3 utilizando-se acido cloridrico concentrado (Vetec), sendo que o volume da
amostra utilizado foi de 500 mL.

A fase estaciondria utilizada foi o Octadecilsilano (C-18:500mg/6mL) da Supelco. O condicionamento do
cartucho de SPE foi: 5 mL de Hexano (Vetec), 5 mL de Acetona (Vetec), 5 mL de MeOH (Vetec) e 5 mL de
Agua Milli-Q (Millipore) pH 3. As amostras foram analisadas em no maximo 48 horas, sendo mantidas em
refrigeracdo até o momento da extracdo. Durante esta etapa foi utilizado o equipamento “Vacuum Manifold”
(Supelco), com fluxo médio de 8 mL/min. Para elui¢do dos analitos foram utilizados 4 mL de acetona:hexano
(50:50,v/v). Os eluatos foram levados a secura total em estufa a 45°C sendo toda 4gua removida para que ndo
prejudicasse a etapa de derivatizacdo. O fator de concentracdo dos analitos foi de 10.000 vezes.

Durante a andlise de recuperacdo foram adicionados padrfes dos estrogénios na matriz esgoto sanitario na
concentracéo de 2ug L™
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A identificacdo e quantificagdo dos compostos foram realizadas utilizando-se um cromat6grafo acoplado a um
espectrometro de massa CG/MS (QP-2010 PLUS / SHIMADZU). Foi utilizada uma coluna capilar apolar Rtx-
5MS da Supelco, com dimensdes 30m x 0,25mm x 0,25um.O volume injetado manualmente de extratos e
padroes foi de 1pL sendo utilizada uma microseringa Hamilton de 10uL. As condi¢bes cromatograficas
utilizadas estdo apresentadas na tabela 2.

Tabela 2: CondicGes cromatograficas utilizadas no CG/MS

Parémetros do GC Parémetros do MS
Gas carreador Hélio Método de ionizacdo Impacto de elétrons (El+)
Vazdo do gas de anélise 1,43 mL/min Rela¢do m/z Inicial 40
Vazdo total 75,8 mL/min Relacdo m/z final 460
Volume de injecédo 1uL Aquisicdo de dados 0,50 s
Modo de injecéo Split Modo aquisicdo dados SCAN
Ratio 01:50
Tempo de equilibrio 3 min
Presséo inicial 130 kPa
Programa de Pressdo Isocratica

Temperatura do injetor  290°C
Temperatura da interfase  290°C
Rampa de Aquecimento:

Temperatura Inicial 150°C

40°C/min até 250°C
Programa de 20°C/min até 280°C (4 min)
Temperatura

10°C/min até 290°C (5 min)
Tempo total de andlise 14 min

Os parametros analiticos utilizados para a validacdo de métodos foram: precisdo; linearidade; limite de
deteccéo; limite de quantificagdo e ensaio de recuperacao.

LOCAIS DE AMOSTRAGEM

Foram selecionadas quatro estacfes de tratamento de esgotos sanitarios (ETEs) de acordo com o tipo de
tratamento utilizado para a realizacdo das coletas das amostras (Tabela 3). As coletas foram feitas de forma
pontual antes e depois do tratamento. As amostras foram coletadas em baldes de aluminio com volume de 10
litros, a partir dos quais eram distribuidas em frascos de vidro &mbar para andlises cromatogréficas e fisico-
quimicas, que foram realizadas no Laboratério de Saneamento (Labosan), do Departamento de Engenharia
Hidraulica e Ambiental da UFC.

Tabela 3: Estacbes de tratamento de esgoto classificadas por tipo de tratamento

TIPO DE TRATAMENTO DATA DA COLETA
Lagoa Facultativa + Lagoa Maturacdo — LF+LM:ETE 1 Abril de 2010
Lagoa Facultativa + Lagoa Maturacdo — LF+LM: ETE 2 Maio de 2010
Lagoa Facultativa — LF Maio de 2010
Lodos Ativados — LA Junho de 2010
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Para as analises cromatograficas foram adicionados 5 mL de MeOH por litro de amostra para impedir a
biodegradacdo dos analitos de interesse e evitar que os compostos ficassem adsorvidos no material plastico do
cartucho de SPE.

RESULTADOS
VALIDACAO DO METODO

A andlise de precisdo para analise dos estrogénios foi realizada a partir da injecdo em quintuplicata da solucéo
multielementar de concentragdo 1,5 pg mL™. Os resultados do coeficiente de variagdo (CV%) para o tempo de
retencdo e area sdo apresentados na tabela 4.

Tabela 4: Precisdo do método cromatografico (n:5)

COMPOSTO CV(%) Area CV(%)ts
E1 18 0,04
E2 10 0,04
E2-17A 12 0,03
EE2 20 0,02

tr.tempo de retencéo do analito

Os resultados de linearidade durante a realizacdo da curva de calibracdo sdo apresentados na tabela 5.
Considerando o fator de concentragdo de 10.000 vezes os limites de detec¢do e quantificacdo do equipamento
sdo mostrados na tabela 5, assim como os resultados da andlise de recuperacdo. O coeficiente de correlagdo
linear (R) apresentou valor superior a 0,99, o que garante que o método utilizado fornece resultados
diretamente proporcionais a concentracdo do composto de interesse.

Tabela 5: Parametros quantitativos obtidos ap6s calibracdo do CG/MS

X Recuperagao (%)
COMPOSTO R N CON((:MIZNJEQQAO (n;E-l) (n;%-l) 2 ug Lt
El 0,9915 5 1,0-15,0 48 53 73,4
E2 0,9923 5 1,0-15,0 64 67 52
E2-17A 0,9991 5 1,0-50,0 80 90 105
EE2 0,9983 4 5,0-50,0 100 250 99

R: Coeficiente de correlacdo linear; N: NUmero de pontos utilizados; LD: Limite de deteccdo; LQ: Limite de
quantificacdo

IDENTIFICAGAO DE ESTROGENIOS EM ESGOTOS SANITARIOS AFLUENTES E EFLUENTES
NAS ETES

Os resultados das concentracdes afluentes e efluentes de estrogénios em estacGes de tratamento de esgotos
sanitérios utilizando a tecnologia de lagoa facultativa seguida de lagoa de maturagéo, assim como os valores de
eficiéncia de remocao, sdo apresentados nas tabelas 6 e 7.

Tabela 6: Concentracdes afluentes e efluentes para os estrogénios no tratamento LF +LM: ETE1

COMPOSTO AFLUENTE EFLUENTE REMOGCAO (%)
E1 350 g L™* <LD 100%
E2 180 ng L™ <LD 100%
E2-17A 1360 ng L™ <LD 100%
EE2 840 ng L™ ND ND

LD:limite de detec¢do; ND: Nédo determinado
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Tabela 7: Concentracdes afluentes e efluentes para os estrogénios no tratamento LF +LM: ETE2

COMPOSTO AFLUENTE EFLUENTE REMOCAO (%)
E1 560 ng L™ <LD 100
E2 <LD <LD ND
E2-17A 1060 ng L™ <LD 100
EE?2 <LD <LD ND

LD:limite de detecgdo; ND: Nédo determinado

Segundo os dados de estrogénios obtidos para o tratamento LF+LM na ETE1 e ETE2, considerou-se uma
remocdo de 100%, uma vez que os estrogénios foram detectados no afluente, mas ndo foram detectados no
esgoto tratado, sendo que tal remogdo pode ter ocorrido por biodegradacéo ou ainda degradacéo fotolitica na
lagoa de maturacdo. Segundo Servos et al. (2005) lagoas facultativas apresentam geralmente uma boa
eficiéncia de remogéo de estrogénios, em uma faixa de 80% a 98% na reducgdo do E2. Lishman et al. (2006)
analisaram 12 ETEs, das quais 3 eram lagoas facultativas, e detectaram os hormdnios E2 e E1 antes do
tratamento nas faixas de concentracdes de 0,006 a 0,014 pg/L e 0,016 a 0,049 ug/L, respectivamente. Os
autores ndo detectaram o estrogénio E2 no efluente das lagoas; ja o composto E1 foi detectado, sendo que o
sistema possuia uma eficiéncia de remocéo de 86%. Em termos de degradacéo fotolitica Leech et al. (2009)
demonstraram que o composto E2 pode ser fotodegradado por radiagBes UV-A, UV-B e visivel (A 290-720
nm).

Outra hipétese de mecanismo de remocéo seria a acumulacdo dos estrogénios no lodo ou biomassa do sistema
de tratamento, uma vez que estes compostos apresentam uma propriedade de hidrofobicidade classificada de
moderada a alta (log Kow 3-5) (DIAZ-CRUZ et al., 2009). Nieto et al. (2008) analisaram amostras de lodo
coletadas em duas estacBes de tratamento de esgoto doméstico na Espanha e detectaram a presenca dos
estrogénios E1, E2, E2-17A e EE2. Entretanto, outros estudos divergem quanto a sorcdo dos interferentes
enddcrinos no lodo da ETE, destacando como principal etapa a degradacdo biolégica (ANDERSEN et al.,
2005 e MULLER et al., 2008).

Os resultados das concentracGes afluentes e efluentes de estrogénios em ETEs utilizando a tecnologia de lagoa
facultativa, assim como os valores de eficiéncia de remocéo, sdo apresentados na tabela 8.

Tabela 8: Concentracdes afluentes e efluentes para os estrogénios no tratamento LF

COMPOSTO AFLUENTE EFLUENTE  REMOCAO (%)
E1l <LQ 280ng L* ND
E2 300ng L™ <LD 100
EA 1250 ng L™ ND ND
EE2 1380 ng L™ 1000 ng L™ 27,5

LD:limite de deteccdo; LQ: limite de quantificacdo; ND: Ndo Determinado

No tratamento utilizando lagoa facultativa apresentou um decréscimo nos indices de remocdo dos DEs. O
composto E1 apresentou uma remocdo negativa, uma vez que a concentracdo obtida no efluente final foi maior
do que a concentracdo afluente. Este fato pode ser atribuido a biotransformagdo do E2 a E1, o que levaria ao
acréscimo na concentragdo de E1. A concentracdo do E2 no efluente final ficou abaixo do limite de deteccéo e
sua concentracao anterior ao tratamento era de 300 ng L™, evidenciando assim a possivel oxidacéo de E2 a E1
durante o tratamento aerdbio. Essa biotransformacdo também foi observada por Plész et al. (2010) ao
analisarem a remocé&o do E1 em um sistema aerobio.

Para o composto EE2 o indice de remocdo foi de 27,5%. Os autores Ying et al. (2008) encontraram uma
remocao semelhante a encontrada para o EE2 de apenas 25%, utilizando 10 lagoas (anaerdbias e aerdbias) em
série.

Os resultados das concentracdes afluentes e efluentes de estrogénios em ETESs utilizando a tecnologia de lodos
ativados, assim como os valores de eficiéncia de remocéo, sdo apresentados na tabela 9.
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Tabela 9: Concentracdes afluentes e efluentes para os estrogénios no tratamento LA

COMPOSTO AFLUENTE EFLUENTE REMOCAO (%)
El <LQ <LD 100
E2 <LD <LD ND
E2-17A 2250 ng L™ <LD 100
EE2 1200 ng L™ <LQ ND

Os estrogénios E1, E2 e E2-17A nédo foram detectados no efluente doméstico analisado, no entanto o0 EE2
encontrou-se presente apds o tratamento, mas em concentracéo abaixo do limite de quantificacdo, ndo sendo
possivel o calculo de sua remocéao. Os sistemas de tratamento de lodos ativados em suas varias configuragdes
vém demonstrando uma boa eficiéncia de remocdo para os estrogénios E1 e E2, chegando a valores superiores
a 95% (TAN et al., 2007; KANDA E CHURCHLEY, 2008). Kanda e Churchley (2008) obtiveram remocéo de
97 a 99% dos estrogénios E1 e E2 utilizando lodos ativados com etapa de nitrificacdo, no entanto a taxa de
eficiéncia para o EE2 foi apenas de 3 a 5,6%.

CONCLUSOES

De um modo geral, os procedimentos analiticos de concentracdo do analito e analise por cromatografia gasosa
empregados para identificacdo e quantificacdo de desreguladores endocrinos especificos: estrona, 17 f-
estradiol, 17 a-etinilestradiol e 17 B-estradiol-17acetato, em matrizes ambientais foram satisfatérios.

O método cromatografico utilizado foi considerado validado, uma vez que os resultados de precisdo,
linearidade e recuperacao foram satisfatdrios quando comparado com valores estimados na literatura.

A remocdo de estrogénios em sistemas de tratamento de esgoto € muito complexa e poucos estudos
contemplam a analise da tecnologia de lagoas de estabilizacdo. Assim, ainda ndo existe um padrdo claro
associado ao processo ou as caracteristicas do tipo de tratamento, tais como TDH utilizado.

Com relagdo a andlise de eficiéncia das ETEs selecionadas ficou comprovada a eficiéncia de sistemas como
lodos ativados e lagoa facultativa seguida de lagoa maturacdo na remocdo de estrogénios. No entanto, a
tecnologia de lagoa facultativa apresentou reduzidos valores de remogdo para E1 e EE2 evidenciando que
novos estudos devem ser realizados com outras configuracbes de lagoas, assim como um monitoramento mais
prolongado durante as horas do dia e meses do ano.
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